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nase  (PI3K)/AKT axis  [14,15].  Importantly, dysregulation of TRIB3 has been associated 
with  different  pathological  conditions  including  cancer  development  [14–17].  Intri‐







breast  cancer models  indicated  that  TRIB3  can  promote  tumor  development  and  re‐
































































gels  (Bio‐Rad, Hercules, CA, USA) and  transferred  to polyvinylidene difluoride mem‐
branes. The membranes were then probed with the following primary antibodies: anti‐
HER2  (1:1000; Cell  signaling,  #2248, Danvers, MA, USA),  anti‐TRIB3  (1:1000; Abcam, 
#ab75846, Cambridge, UK), anti‐pAKT S473 (1:1000; Cell signaling, #9271, Danvers, MA, 












































ated  in  the University Hospital of Donostia and  the Oncological  Institute Onkologikoa 
























and  protein  levels were  upregulated  in  tumor  samples when  compared with  normal 
breast  tissue  [37]  (Figure  1a,b). We  also  investigated  the  relationship  between  TRIB3 
mRNA levels and disease‐free survival (DFS) in breast cancer patients using the Cancer‐
tool platform [38] and found that although several studies revealed a correlation between 
high TRIB3 mRNA  levels  and worse prognosis  (Supplementary  Figure S1a–d)  results 
were variable [37,39–41]. Moreover, previous analyses had shown that TRIB3 mRNA and 
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cell  lines:  (a) Bioinformatic comparison of TRIB3 mRNA  levels  in published studies  from breast 























































sitometric analysis of AKT phosphorylation at  threonine 308  (pAKT T308). The data correspond  to  the optical density 
values in arbitrary units for each experimental condition normalized with respect to the total AKT and B‐ACTIN levels 
and are expressed as the mean fold change ± SEM with respect to the corresponding shC condition (n = 6). (d) The effect 
of  TRIB3  silencing  on  FOXO1/3  phosphorylation  (FOXO1  at  threonine  24  and  FOXO3  at  threonine  32;  pFOXO1 






























































point  to  the existence of  feedback regulatory mechanisms  in  luminal B BC cells where 
HER2 positively regulates TRIB3 expression whereas this pseudokinase negatively regu‐
lates the stability of HER2. 








































tein  levels  in a Tissue microarray  that was generated  from a prospective cohort of 291 
patients  classified as  luminal  (hormone‐dependent) breast  tumors  (Table S1). Of note, 
these patients had at least one affected lymph node at the time of diagnosis and, therefore, 

































Kaplan‐Meier curves representation of DFS according  to  the  intensity of TRIB3  immunostaining  in  the affected  lymph 
nodes. The samples were stratified as TRIB3 high‐ or low‐levels by using the median value (n = 291; * p < 0.05, ** p < 0.01 








sion enhances  luminal A‐like BC  cell  lines proliferation. We,  therefore, asked whether 
TRIB3 might play a role in the regulation of the sensitivity to anticancer treatments as this 






















Figure 6. High TRIB3  levels correlate with better response to  therapy  in both HER2‐ and HER2+ 
luminal breast cancer. (a) The bioinformatic analysis of the association between TRIB3 mRNA levels 
and complete pathological response to endocrine therapies in ER‐positive luminal A (left panel) and 

























this effect of TRIB3 genetic manipulation  is mediated by changes  in  the activity of  the 






























fect on  luminal A and  luminal B  (HER2+) breast cancer cell  lines,  the  findings  that are 


























peutic  treatments  irrespective  of whether  they were  luminal A  (HER2−)  or  luminal B 
(HER2+). These observations support the idea that the increased expression of TRIB3 sen‐












Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/arti‐
cle/10.3390/cancers13215307/s1, Figure S1: Correlation between TRIB3 mRNA  levels  and DFS  in 
breast cancer patients, Figure S2: Differential role of TRIB3 in the regulation of luminal A and lu‐
minal B breast cancer cell lines, Figure S3: TRIB3 regulates differently the AKT pathway in luminal 
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